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(§4) UTILISATION DU GDNF POUR LE TRAITEMENT DE LA DEGENERESCENCE RET1NIENNE. 



(gP La presente invention a pour objet ('utilisation du fac- 
teur neurotrophique derive des cellules gliales (GDNF), ou 
tfune substance de la famille comprenant ledit facteur, en 
tant qu'agent actif protecteur pour le traitement des degene- 
rescences retiniennes, plus particulierement de la retinite 
pigmentaire (RP) chez J'homme. 
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DESCRIPTION 

La pr6sente invention concerne le domaine des traitements de 
certaines maladies retiniennes, plus particulierement les agents susceptibies d'agir 
dans le cadre de ces traitements, et a pour objet I'utilisation du facteur 
neurotrophique derive des cellules gliales a cette fin. 
5 La retinite pigmentaire (RP) correspond h un groupe de maladies 

retiniennes hereditaires induisant la perte progressive des photorecepteurs et un 
handicap visuel extreme. 

11 n'y a a ce jour pas de traitement connu pour ces maladies, qui 
peuvent etre causees par de nombreuses mutations dans une varietd de genes 
1 0 specifiques des photorecepteurs (rhodopsine, cGMP-phosphodiesterase). 

Plusieurs solutions possibles de traitements sont actuellement a 
Tetude pour limiter ou prevenir la perte des photorecepteurs associee a cette 
maladie, a savoir, la therapie genique (Bennett et aL, Nature Medicine 1996, 2 : 
649-654), les traitements pharmacologiques (c'est-a-dire 1'application de facteurs 
15 de croissance : Steinberg, Curr. Opinion in Neurobiology 1994 ; 4 : 515-524) et la 
transplantation retinienne (Del Cerro, J. Neural Transplantation 1989 ; I : 1-10 / 
Mohand-Said et aL, Opthal. Res. 1997 ; 29, 290). 

Parmi ces approches, l'utilisation des facteurs de croissance a ete 
envisagee depuis la publication precitee de Steinberg et aL, qui ont montre que des 
20 injections intraoculaires de facteur de croissance fibfoblastique basique (FGF-2) 
retardaient la degenerescence des photorecepteurs dans un modele animal des RP, 
le rat RCS (Royal College of Surgeons) (Faktorovich et al., Nature 1990 ; 347, 
83). Les memes auteurs ont publie des donnees montrant que plusieurs facteurs de 
croissance, y compris le FGF-2 et le facteur neurotrophique ciliaire (CNTF) 
25 (Lavail et aL, Invest.OphtalmoLVis.Sci., 1998 ; 39 : 592-602), e^aient des 
effets benefiques sur la survie des photorecepteurs chez le rat dans la 
degenerescence des photorecepteurs (Faktorovich et aL, J. Neuroscience 1992 ; 
i 2, 3554 / Steinberg, Curr. Opinion Neurobiology 1994 ; 4, 515). 

En ce qui concerne le GDNF, son ARN messager est produit dans la 
30 retine. Les cellules retiniennes expriment ces recepteurs et il a une activite 
stimulame sur la survie de photorecepteurs in vitro isoles a partir de rats nouveau- 
nes (Jing et aL, Cell 1996 ; 85. 1 1 13). 

Toutefois ces resultats n'autorisent aucune deduction valable sur les 
effets que pourraient avoir le GDNF sur la degenerescence de photorecepteurs in 
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vivo sur des rnodeles pathologiques qui ne sont pas mentionncs dans cet article, et 
en particulier chez la souris, cspece porteuse de mutations analogues a celles 
rencontrees en pathologie humaine. 

Ceci est d'autant plus vrai qull a ete constate que Ie CNTF exerce des 
5 effets contraircs sur les photorecepteurs de poulets et sur les photorecepteurs de 
rats (Kirsch et al;, Neuroreport 1996 ; 7, 697) et que le FGF-2 protSgeait les 
photorecepteurs dans la degenerescence hereditaire dans la retine de rats mais pas 
dans la retine de souris (Faktorovich et aL, Nature 1996 ; 381, 789). 

De plus, les resultats precites (Jing et al., 1996) ont ete observes in 
10 vitro en culture monocouches de cellules immatures, et n'autorisent aucune 
deduction en termes d'effets dans les conditions resultant de l'environnement 
complexe de la retine entiere mature chez l'animal. 

Enfin, toutes ces publications se referent uniquement aux 
photorecepteurs de type batonnet et aucune ne mentionne un quelconque effet au 
15 niveau des photorecepteurs du type cone qui sont pourtant essentiels pour la vision 
des couleurs et l'acuite visuelle, ni une quelconque influence sur la fonction 
visuelle. 

Par ailleurs, les resultats obtenus in vitro avec le GDNF ne semblent 
pas avoir ete juges suffisamment concluants pour que ce facteur neurotrophique 

20 soit pris en consideration dans les etudes et les essais systematiques r^cents 
relatifs aux effets d'un grand nombre de facteurs de survie des photorecepteurs 
dans la degenerescence retinienne (La Vail et al., Invertigative Ophtalmology & 
Visual Science, March 1998, vol 39, n° 3, 592-602). 

Or les auteurs de la presente invention ont constate et pu observer 

25 que le facteur neurotrophique derive des cellules gliales (GDNF) pr6sentait, in 
vivo, un effet protecteur centre la degenerescence des photorecepteurs sur un 
animal mutant, modele de retinopathie pigmentaire humaine, cet effet protecteur 
s'appliquant autant aux batonnets qu'aux cones et indiquant une preservation de la 
fonction visuelle, au moins partielle. 

30 Ainsi, le principal objet de la presente invention corisiste en 

1'utilisation du facteur neurotrophique derive des cellules gliales (GDNF) ou d'une 
substance de la famille du GDNF, en tant qu'agent actif protecteur tant au niveau 
structurel qu'au niveau fonctionnel, pour le traitement des degenerescences 
retiniennes, plus particulierement de la retinite pigmentaire (RP) chez Fhomme. 

35 L'obtention d'une substance active protectrice contre les effets des 

degenerescences retiniennes n'est pas limitee au seul GDNF, mais peut etre 
Vendue, selon les recherches menees par les inventeurs, au moins h certaines des 
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substances faisant partie de la famille du GDNF, telles que par exempie la 
neurturine ou le TGFB. 

Selon une premiere variante de realisation de I'invention, le facteur 
neurotrophique derive des cellules gliales est administre par injection intra- 
5 oculaire sous-retinienne et consiste en du GDNF exogene recombinant. 

Conformement a un second mode de realisation de I'invention, le 
GDNF peut etre libere in situ par exempie par des fibroblastes implantes par 
greffage, apres transfection. 

De plus, il convient de noter que le GDNF constitue une molecule 
10 neuroprotectrice particulierement interessante en ce qui concerne sa tolerance et 
ses effets secondares car, contrairement au FGF-2, il n'est pas angiogenique et 
n'entraine pas normalement de complications nSovasculaires. 

Les effets in vivo du GDNF mentionnds ci-dessus ont ete verifies a 
1'aide des tests decrits ci-apres, en relation avec les figures 1 a 6 des dessins 
15 annexes. 

Ces figures montrent plus particulierement : 

Figure 1 (Figures 1A et IB) : Evolution des ERG 
(electroretinogrammes) de souris de type sauvage et rd/rd en rcponse a unc 
stimulation mesopique. 

20 Figure 2 : Persistence des ERG a un niveau detectable dans des 

souris rd/rd agees de 21 et 24 jours ayant recu une injection de GDNF et leur 
disparition dans des souris identiques ayant recu une injection de PBS. (Figure 
2A) Histogrammes montrant >les amplitudes des ondes a et b d'ERG observees sur 
des animaux distincts. (Figure 2B) Enregistrement dTERG sur des yeux ayant recu 

25 une injection de GDNF. 

Figure 3 : Vue a faible grossissement de retines rd/rd entieres mises a 
plat ayant re^u une injection de PBS (Figure 3A) et de GDNF (Figure 3B), 
imrnunomarquees par rho-4D2. Les photorecepteurs de type batonnet survivants a 
la suite de traitement par GDNF sont nettement plus nombreux. Cct exempie est 

30 representatif de la souris qui presente le plus gros 6cart numerique entre I'oeil 
traite par GDNF et I'oeil controlateral ayant re^u une injection de PBS. Barre 
d'echelle = 50 pm. 

Figure 4 : Illustration de l'approche d'echantillonnage aleatoire 
systematique utilisee (Figure 4A) et vue a fort grossissement de la retine rd/rd 

35 imrnunomarquees montrant I'allure des batonnets et du cadre de comptage 
superpose (Figure 4B). Barre d'echelle (Figure 4B) = 10 pm. 
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. Figure 5 (Figures 5 A et 5B) : Comptages de batonnets 
immunomarques dans des souris rd/rd traitees par GDNF, PBS et non traitees. 
(Figure 5A) Nombre total de batonnets survivants pour chaque souris prise 
individuellement ayant recu une injection de GDNF dans un oeil (barres blanches) 
5 et du vehicule PBS dans l'autre (barres noires). L'effet benefique reproductible du 
traitement par le facteur de croissance en comparaison avec des yeux ayant requ 
une injection de vehicule peut etre observe. Les souris ayant permis 
I'enregistrement reussi d'ERG etaient numerotees 3, 4, 7 et 9. Les nombres totaux 
de batonnets survivants pour les retines rd/rd non operees prelevees sur un autre 

10 groupe de 5 souris sont presences dans les colonnes 1 1 & 15 (barres noires). II est 
constate que 1'intervention chirurgicale a conduit elle-meme a une variation du 
nombre de batonnets par rapport aux yeux non ope>es, et que Tinjection de PBS a 
genere une legere protection des batonnets. (Figure 5B) Nombres moyens 
(moyenne +/- ecart type) des batonnets calcuies d'apres (Figure 5A). Lelevation 

15 des nombres de batonnets & la suite de traitement par GDNF par rapport a des 
temoins non trails et ayant recu un traitement par PBS est bien visible. 

Figure 6 : L'expression d'ARNm de GDNF n'est pas alteree durant la 
degenerescence de photorecepteurs chez la souris rd/rd. L'expression d'ARNm de 
GDNF a ete suivie par RT-PCR semi-quantitative. (Figure 6A) L'expression de 

20 GDNF a ete comparee entre retines par rapport au reste de I'oeil. UARN total a £te 
isole a partir de retines rd/rd (pistes 1 , 3) et du reste de I'oeil (pistes 2, 4) et analyst 
avec des amorces specifiques de GDNF ( 1 , 2) et de G6PDH (3, 4). (Figure 6B) 
Les ARN totaux isoles & partir d'yeux entiers preleves sur des souris rd/rd agees de 
12, (pistes I. 12, 23) ; 22 (pistes 2. 3. 13, 14, 23, 24) ; 28 (pistes 4, 5, 15, 16, 26, 

25 27) ; 35 (pistes 6, 7, 17, 18, 28, 29) et 120 jours post-natal (pistes 8, 9, 19, 20, 30, 
31), et a partir de souris normales (C57B 16) agees de 35 jours post-natal (pistes 
10, 1 1, 21, 22, 23, 32, 33) ont ete analyses avec des amorces specifiques du gene 
de la rhodopsine (RHO-1- 1 1), de GDNF (12 - 22) et du gene d'entretien codant 
pour la giucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH, 23 - 33). La reduction des 

30 taux d'ARNm codant pour la rhodopsine, et le profil uniforme des taux d'ARNm a 
expression constante codant pour GDNF et G6PDH, peuvent etre observes. 
1) Materiaux et Methodes utilise^ 
a) Animaux : 

Des souris C3H/He/J homozygotes pour le gene de la 
35 degenerescence retinienne (rd) (souris rd/rd) et des souris temoins C57/BL6/J 
agees de 12, 15, 17, 19 et 25 jours ont ete oblenues aupres de Tetablissement 
Janvier pour la fourniture d'animaux de laboratoire (Le Genest, St. Isle, France), 
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maintenues dans des cages en plastique transparent et soumises & des cycles 
diurnes standards de 12 heures. Tous les protocoles etaient conformes & la 
Resolution ARVO concernant Tutilisation et la prise en charge des animaux a des 
fins de recherche. 

5 b) A pplication in vivo de GDNF a des souris rd/rd : 

Des injections de GDNF ont ete pratiquees k des souris C3H agees 
de 16 et 20 jours. Les souris (n=10) ont ete anesthesias par injection 
intraperitoneale (16,7 \i\Ig de poids corporel) d'etomidate (0,5 mg/ml) et de 
midazolane (0,5 mg/ml). Les pupilles ont ete dilatees en appliquant de la 

10 tropicamide a 0,5 %, et les cornees ont ete anesthesias par de la propacame a 
0,5 % pour application topique. Un |il de GDNF (GDNF humain recombinant) de 
la societe Promega, Madison, 1L., EUA (330 ng/pl) dans du tampon salin 
phosphate sterile (PBS) 0, 1 M a ete injecte au moyen d'une seringue du type 
Hamilton munie d'une aiguille de calibre 30 a une distance de 1 mm du limbe 

15 corn^en dans 1'espace sous-retinien. L'oeil contralateral a regu une injection 
identique en volume d'une solution de PBS uniquement. 

II etait necessaire de proceder h une chirurgie oculaire bilaterale afin 
de distinguer Teffet protecteur du au GDNF lui-meme de celui du a la procedure 
experimemale. Dans de rares cas, un phenomene de reflux partiel a ete observe 

20 Apres injection, il a ete procede a un examen du fond de l'oeil pour confirmer 
I'induction d'un decollement local de la retine. 

c) Enregislrements Eiectroretinographiques (ERG) chez la souris rd : 
Des ERG ont ete pratiques au moyen dune meche en coton reliee & 
une electrode Ag:AgCl en appliquant de l'eau physiologique a l'apex de la comee a 

25 l'aide d'un micro- m an ipulateur. Une electrode de reference en acier inoxydable a 
ete inseree sous la peau au sommet de la tete. Les rcponses ont ete amplifiees par 
un facteur de 10000 et fihrees a l'aide de filtres avec des seuils de resolution bas 
de 0,1 Hz et haut de 1000 Hz, respectivement presents sur l'amplificateur de la 
societe Universal Gould Amplifier. Les reponses ont ete numerisees en utilisant 

30 une carte d'interface de type connu sous la designation labmaster (Scientific 
Solutions, USA), relie a un micro-ordinateur type PC. Les donnees ex peri men tales 
ont ete recueillies et analysecs en utilisant des ensembles de logiciels du type 
connu sous les designations Patchit et Tack. 

Suite a une periode d'acclimatation a 1'obscurite de 24 heures, les 

35 souris ont et6 prdparees sous eclairage rouge de faible intensite. Elles ont ete 
anesthesiees comme decrit ci-dessus et placees dans une cage de Faraday, la tete 
etant soutenue par un support en forme de U. Les paupieres sup£rieures er 
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inferieures ont ete ramen^es en arrifere pour maintenir I'ocil ouvert cn etat 
d'exophtalmose. Le stimulus lumineux a ete'obtenu grace b une lampe a quartz- 
xenon (de la societe Miiller Instruments, RFA). Le faisceau lumineux a ete 
focalise* a I'infini a travers un filtre thermoabsorbant vers un trou pratique sur la 
5 cage de Faraday. L'intensite lumineuse du faisceau etait de 2,9 log cd/m 2 telle que 
mesuree par un luxmetre au niveau de I'oeil. Un obturateur pilote par ordinateur a 
ete utilise pour delivrer des eclairs d'une dur£e de 300 ms. Pour les souris ayant 
re^u une injection de GDNF, des enregistrements ont ete obtenus successivement 
a partir de chaque oeil sans que 1'experimentateur ne sache lequel des deux yeux 

1 0 avail recu une injection de GDNF. 

d) Marquqge ImnignQhistQchimjque de§ fratpnnets : 
Les souris ont ete sacrifices en leur administrant une surdose 
d ancsihcsique suite a des enregistrements ERG a 25 jours. Des yeux non opetes 
ont etc aussi prelevcs sur cinq autres souris rd/rd. Les cupules optiques ont ete 

15 retirees et fixees dans du paraformaldehyde a 4 %. Les retines ont subi un 
immunomarquagc avee un anticorps anti-rhodopsine (rho-4D2) (Hicks et Molday, 
Exp. Eye Research 1986 ; 42, 55-71) qui colore de maniere specifique les 
photorecepteurs en forme de batonnets. Les retines ont ete lavees trois fois au 
PBS. permeabilisees dans du PBS contenant 0,1 % de Triton X-100, mises a 

20 incuber avee I'anticorps rho-4D2 (10 fig/Ml) pendant une heure, lavees et mises a 
incuber ensuite avee une igG anti-souris de chevre coup!6e au Texas Red ® 
(Jackson Laboratoires, West Grove, PA) pendant une heure. Les retines ont ete 
lavees et. mises a plat dans du PBS/glycerol (50/50 vol./vol.) en orientant la 
couche dc photorecepteurs vers le haut. 

25 e) Comptages cellulaires : 

La technique de quantification utilisee consistait en une approche 
stcreologique permettant un echantillonnage non biaise (Gundersen et al., APMIS 
1988 ; 96, 379). Les cellules immunomarquees ont ete observees avee un 
microscope de type Nikon Optiphot 2 sous eclairage epi flu orescent a l'aide d'un 

30 objectif 40/070 DIC ( 1 60/0, 1 7). 1 20 champs de 8000 |im 2 ont ete selectionnes sur 
toute la surface retinienne (environ 13 mm 2 ) en utilisant un encodeur monte sur 
plateau et une procedure aleatoire systematique (Gundersen et a!., 1988). Les 
champs ont ete visualises avee une camera a ecran graphique en couleur de type 
Sony ® trinitron et numerises a l'aide du logiciel Automator pour Windows ® de 

35 la societe Biocom. 

Dans chacun des 120 champs, les cellules ont ete comptees dans 
deux cadres de comptage non biaise de 900 pm 2 de surface generes pair le logiciel. 
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Le nombre total de cellules en forme de batonnets sur toute la surface retinienne a 
ete estime en divisant les valeurs obtenues par la surface retinienne totale mesuree 
par un systeme d'analyse d'images de type Optiscan (Macintosh LC II Ci) de 
manure a obtenir des valeurs standardises. 
5 f) Analyse de 1'ARNm de GDNF par une reaction de polymerisation 

en chaTne couplee aJine transcription inverse fRT-PCR^) : 

L'ARN total a ete isole avec un kit d'extraction ARN/ADN de la 
societe Quiagen (Valencia, CA, EUA) en adoptant un protocole standard. Les 
echantillons d'ARN (I jig) ont ete mis en contact avec une amorce hexamere 

10 statistique et mis a incuber pendant 2 heures a 37° C avec de la transcriptase 
inverse du Virus de la Leucemie Murine de Moloney. l/20eme (2 pi) de l'ADNc a 
ete amplifie en procedant a 35 cycles avec des couples d'amorces specifiques. Les 
sequences des amorces lues de 5' en 3' etaient : 

rhodopsine, AAGCCGATGAGCAACTTCC, 

15 TCATCTCCCAGTGGATTCTT ; GDNF, ACCAGATAAACAAGCGGCAG, 
TCAGATACATCCA CACCGTTTAG ; glucose-6-phosphate dehydrogenase 
(MG6PDH), GCAGTCACCAAGAACATTCAAG, 
CCCAAATrCATCAAAATAGCCC. 

2)££SMliaLi 

20 a) Electrpretinogrammftg : 

La figure I illustre 1'evolution parallele de 1TERG des souris de type 
sauvage (C57) et rd/rd. Chez les souris de type sauvage, 1'amplitude des ondes a et 
b croit regulierement depuis le jour 12 jusqu!au jour 24 post-natal. Chez les souris 
rd/rd, l'ERG etait semblable a celui de type sauvage au jour 12 post-natal mais par 

25 la suite les ondes a et b ont vu leur amplitude diminuer progressivement a compter 
du jour 15 post-natal, au point de devenir indetectables au bout de 24 jours 
(Figure 1). 

Afin de determiner si le GDNF est capable d'ameliorer les fonctions 
visuelles chez les souris rd/rd, des injections de ce facteur trophique ont ete 

30 pratiquees dans 1'espace sous-retinien aux jours 16 et 20, en conjonction avec des 
injections de PBS comme vehicule dans l'oeil contralateral a titre de temoins. Les 
animaux ont subi des enregistrements ERG aux jours 21 et 24 post-nataux au 
moment ou les signaux ERG avaient completement disparu chez les souris rd/rd. 

Aucun des yeux ayant re^u du PBS n'a presente d'ERG detectable 

35 (n=10). En revanche, des ERG etaient decelables dans 4 yeux ayant regu une 
infection de GDNF sur 10. (Figure 2A, numeros 3, 4, 7 et 9). Les amplitudes 
moyennes des ondes a et b dans le cas des souris ayant re?u une injection de 



4898 



-8- 

GDNF etaient de 8,5 et 1 5,5 pV, respectivement. Un modele representatif d*ERG 
enregistre sur un oeil ayant rtqu une injection de GDNF est presente k la 
Figure 2B. 

b) Analyses imrnunohistochimiques et morphornetriques : 

5 A la suite d'un enregistrement ERG T les animaux ayant recu des 

injections de GDNF et de PBS (n= 10), et un second groupe de souris temoins 
d'age identique (n=5), ont ete sacrifies et les batonnets ont ete marques et comptes 
dans des montages k plat de retines. La Figure 3 montre une vue k faible 
gross issement de montages de retines integrates rd/rd ayant recu une injection de 

10 PBS (Figure 3 A) et de GDNF (Figure 3B) immunomarquees par rho-4D2. 

Les photorecepteurs en forme de batonnets survivants a la suite de 
traitement GDNF sont a I'evidence plus nombreux. Les cliches obtcnus k plus fort 
grossissernent ont montre des batonnets marques en forme de petites cellules 
arrondies, possedant souvent un court segment cxterne (Figure 4). Le cadre de 

15 comptage stereologique, ainsi que le principe des procedures d'echantillonnage 
aleatoire systematique employes, sont de meme presentes a la Figure 4. 

Les comptages de cellules en forme de batonnets pour chaque sujet 
animal sont presentes k la Figure 4A fsouris assorties rd/rd ayant recu une 
injection de PBS et de GDNF (1-10), et souris rd/rd n'ayant pas subi d'intervention 

20 chirurgicale (1 1-15)]. Les nombres de batonnets immunomarques a 1'opsine entre 
les differentes souris sont a I'evidence variables, mats dans chaque cas le 
traitement par GDNF a donne lieu k des comptages cellulaires plus eleves. 

D existait un certain lien entre Tintensite d'effet protecteur et Tetat 
fonctionnel, etant precise que 3 souris sur 4 chez lesquelles un ERG etait 

25 detectable (Figure 5A, numeros 3, 4 et 7) presentaient les plus grandes differences 
relatives en termes de nombre de batonnets [le taux d' augmentation moyen des 
nombres de batonnets entre les animaux ayant rccu unc injection de GDNF et de 
PBS etait de 70 % pour le groupe ERG-positif (n=4) et de 34 % pour le groupe 
ERG-negatif (n=6)]. Le nombre moyen de cellules en forme de batonnets dans les 

30 yeux ayant re^u une injection de GDNF (moyenne +/- ecart type = 89232 +/- 
8033) avait augmente de 46 % par rapport a ce qui a ete observe pour des yeux 
ayant recu une injection de PBS (61 165+/- 3259), et de 98% par rapport aux yeux 
temoins n'ayant pas regu d'injection (44958 +/- 1378) (Figure 5B). Ces gains 
etaient hauternent significatifs statisliquement parlant. II faut noter egalement que 

35 l'injection de PBS a entraine une augmentation des nombres de batonnets (+36 %) 
en comparaison avec les yeux non traites. 

c) Expression de l'ARNm de GDNF chez les sou ris rd/rd : 
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Afin d'etudier le role eventuel du GDNF comme facteur trophique 
endogene des batonnets, on a analyse l'expression d'ARNm de GDNF endogene 
dans les retines de souris (Figure 6A). 

La piste 1 montre l'expression durable en plus grandes quantites 
5 d'ARNm de GDNF dans les retines en comparaison avec Ie reste de Toeil (rapport 
6/4). Des souris rd/rd agees de 12 jours ont exprime de I'ARNm de rhodopsine 
specifique de batonnets suivant des taux comparables a ceux de souris C57 agees 
de 35 jours (pistes I et 10 - 1 1). Des baisses marquees du taux depression 
d'ARNm de rhodopsine ont ete observes chez les souris rd/rd entre les jours 12 et 

10 22 (comparer la piste 1 aux pistes 2, 3) et entre les jours 22 et 120 (comparer la 
piste 4 a la piste 9). Durant tout Tintervalle d'etude, les taux d'expression d'ARNm 
dc GDNF ct ceux de 1'enzyme d'entretien G6PDH sont demeures inchanges (pistes 
12 - 20), et etaient comparables aux taux d'expression respectifs dans les yeux de 
souris C57 au jour 35 (pistes 21, 22). 

15 3) Discussion 

Les resultats precites demontrent notamment un effet stimulateur des 
injections intraocuiaires du facteur neurotrophique GDNF sur le taux de survie des 
phoioreccpteurs de type batonnet chez la souris rd/rd. Cet effet a ete mis en 
evidence a la fois en procedant a des analyses immunohistochimiques et 

20 morphometriques et en mesurant des reponses photo-induiles. La correspondance 
generale entre le degre de protection et I'etat fonctionnel suggere que meme de 
legeres augmentations du nombre de photorecepteurs peuvent avoir une 
importance considerable sur le plan fonctionnel. 

Celte constatation permet de rapporter de maniere formelle que 

25 rapplicalion d'un facteur de croissance neurotrophique et plus particulierement du 
GDNF conlribue a ameliorer la fonction retinienne dans un modeie animal de la 
degendrcsccncc retinienne proche de la RP humaine. 

Dans la presente etude, l'injection de PBS seul a induit un leger effet 
protecteur, mais n'a pas conduit a une amelioration fonctionnelle decelable. 

30 Les resultats precites confortent rhypothese que le GDNF constitue 

Tun des quelques facteurs neurotrophiques identifies affectant la survie des 
photorecepteurs de type batonnet dans les degenerescences retiniennes heredilaires 
dans iesquelles le gene defectueux est localise dans le batonnet. 

On notera que les criteres tels que la chronologie et le choix du site 

35 d'injection oculaire sont essentiels et que I'approche methodologique utilisee dans 
la presente etude est probablement tout aussi d&erminante. La methode 
stereologique de compiage, developpee a l'origine pour evaluer le nombre de 
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neurones dans les zones cerebrales (Gundersen et al., 1988 ; 96, 379 / Coggleshall 
et Lekan, Journal of Comparative Neurology 1996 ; 364 : 6-15), permet une 
estimation precise non biaisee des populations totales de cellules, reduisant 
fortement la variability induite par des differences locales (hemisphere supdrieur 
5 par opposition a ('hemisphere inferieur. site d'injection). GrSce & cette methode, il 
est possible de cribler de maniere fiable les effets de divers composes 
therapeutiques sur la survie de photorecepteurs, notamment chez la souris rd/rd. 

Les tests decrits ci-dessus et illustres par les dessins annexes 
montrent qu'il y a diminution en amplitude d'ERG chez la souris rd/rd comme 

1 0 decrit dans plusieurs etudes precedentes. 

La detection d'un signal ERG dans les yeux ayant re?u une injection 
de GDNF indique que la fonction visuelle a ete conserv6e dans ces retines. Cette 
observation physiologique est correlee dans la piupart des cas avec de tres fortes 
hausses relatives du nombre de batonnets. 

15 Par ailleurs, il avait ete demontre precedemment que la greffe de 

photorecepteurs de type batonnets a des effets protecteurs sur la survie des c&nes 
dans ie modele de souris rd/rd et suggere que cet effet etait mddie par un facteur 
diffusible libere par les batonnets (Mohand-Said et al., Ophtal Research, 1997 ; 
29, 290). Une preuve complementaire a lexistence de tels signaux diffusibles 

20 produits par des retines normales et inf!uen<;ant la survie des cones a ete obtenue 
en utilisant des modeles de co-culture (Mohand-Said et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 
1998, Vol. 95 (14), 8357-8362). 

Ceci suggere que la survie observee des batonnets apres 
administration de GDNF doit normalement conduire k la survie de cones 

25 necessaire a la vision diurne. 

Bien que le GDNF exogene protege les photorecepteurs de type 
batonnet, il est peu probable qu'il represente ce signal endogene et cela pour 
plusieurs raisons. L'expression de GDNF persiste dans les ratines de souris rd/rd 
meme apres perte totale des batonnets, ce qui indiquerait que Ie GDNF ne 

30 s'exprime pas dans ces cellules (bien que son expression puisse etre modulee 
positivement dans les cellules retiniennes internes durant la degenerescence des 
photorecepteurs comme ceia a ete demontre en cas de lesion retinienne dans le cas 
de FGF-2 et de CNTF). Comme il a ete demontre que l'effet promoteur de survie 
des cones est aboli a la suite de la perte des photorecepteurs dans la retine rd/rd 

35 (Mohand-Said et al., Ophtalmic Res. 1997 ; 29 : 290-297), I'absence de GDNF 
n'est done pas a I'origine de la degenerescence des cones secondaire k la perte des 
batonnets. Le GDNF endogene ne suffit pas a inverser le processus apoptotique 
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dans les batonnets mutants, et pourrait avoir des fonctions autres que la survie des 
photorteepteurs dans la r6tine des souris. Bien que son expression ne suffise pas a 
prevenir la perte de photorecepteurs, son administration au moyen d'un systeme de 
delivrance v de genes comrne cela a ete entrepris avec succfcs dans un modele de la 
5 maladie de Parkinson chez le rat (Clarkson, 1995) pourrait etre utile pour proteger 
de la degenerescence retinienne. 

La description ci-dessus mentionne I'invention plus particulterement 
en relation avec le GDNF utilise pour le traitement de la retinite pigmentaire 
mais, comme deja indique precedemment, I'invention peut etre etendue au moins k 

10 certains autres membres composes de la famille du GDNF pour le traitement 
d'autres types de degenerescence retinienne. 

II convient de noter que ['invention n'est pas limitee au mode de 
realisation, notamment au mode duplication de la molecule, decrit. Des 
modifications restent possibles, notamment du point de vuc de la constitution des 

15 divers elements ou par substitution d'equivalents techniques, sans sortir pour 
autant du domaine de protection de Tinvention. 
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RE VENDIC ATT ON S 

1) Facieur neurotrophique derive des cellules gliales (GDNF), ou 
substance de la famille comprenant ledit facteur, pour utilisation pour l'obtention 
d'un agent actif protecteur pour le traitement des degenerescences rctiniennes, plus 
particulierement de la r^tinite pigmentaire (RP) chez 1'homme. 

5 2) Agent actif protecteur selon la revendication 1, caracterisc en ce 

que le facteur neurotrophique derive des cellules gliales consiste en du GDNF 
exogene recombinant sous une forme administrate par injection. 

3) Agent actif protecteur selon la revendication 1, caracterise en ce 
que le GDNF est libere in situ par des fibroblastes implantes par greffage, apres 

10 transfection. 
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